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RESUMO 
Gliomas malignos correspondem a um grupo heterogêneo de 
tumores do Sistema Nervoso Central(SNC). Cerca de 70% de 
todas as neoplasias do SNC são gliomas. A terapia padrão para 
o glioblastoma inclui ressecção cirúrgica, quando viável, 
radioterapia e quimioterapia. O quimioterápico mais utilizado 
atualmente é a carmustina (BCNU), esse quimioterápico altera a 
produção da glutationa, uma importante enzima antioxidante. No 
entanto, apesar dos tratamentos disponíveis, a sobrevida média 
varia de 12 a 15 meses para o paciente diagnosticado com 
glioblastoma. Os prognósticos ruins estão associados aos 
diversos mecanismos de resistência a drogas que se observa 
nesse tipo de câncer, como a alteração do sistema 
glutamatérgico, que confere resistência, auxiliando na 
invasibilidade e agressividade tumoral. Assim sendo, o 
entendimento de como os quimioterápicos utilizados no combate 
aos gliomas atuam sobre o transporte glutamatérgico nestas 
células, pode se tornar uma importante ferramenta na busca de 
tratamentos adjuvantes para este tipo de câncer. O objetivo 
deste trabalho foi avaliar o efeito da carmustina sobre a 
viabilidade celular e funcionalidade dos transportadores 
glutamatérgicos. Avaliando primeiramente os efeitos da BCNU 
sobre as células GBM1 constatou-se que o quimioterápico 
causou uma diminuição significativa da viabilidade das células 
GBM1 nas concentrações de 400 e 800 µM. As células GBM1 
quando tratadas com BCNU 400 μM obtiveram uma diminuição 
significativa dos níveis de EROs. Já os níveis de liberação de 
glutamato não se alteraram quando as células GBM1 foram 
tratadas com a BCNU 400 μM. Ocorreu também um decréscimo 
do potencial de membrana mitocondrial quando das células 
GBM1 foram tratadas com BCNU 400 µM. A BCNU induziu 
significativamente tanto a morte por apoptose quando necrose 
nas células GBM1. Se tratando dos transportadores de glutamato 
nenhum dos inibidores dos transportadores glutamatérgicos, 
TBOA, DHK e SAS, per se ocasionou alteração da viabilidade 
nas células de GBM1 e quando somados com a BCNU também 
não acarretaram nenhuma alteração na viabilidade dessas 
células. Os grupos tratados com apenas os inibidores seletivos 
  
dos transportadores de glutamato (TBOA, DHK e SAS) não 
apresentaram alteração nos níveis de EROs. Novamente os 
grupos tratados com BCNU 400 μM mais os inibidores TBOA; 
DHK; e SAS, não exibiram efeito somatório ou reverteram o 
efeito causado somente pela BCNU nas células GBM1. As 
células GBM1 tratadas somente com os inibidores não 
acarretaram alteração no potencial de membrana mitocondrial 
dessas células, do mesmo modo os grupos que apresentavam o 
tratamento com BCNU 400 µM nas células GBM1 
concomitantemente com cada inibidor dos transportadores de 
glutamato não exibiram efeitos somatórios ou reverteram o efeito 
da BCNU 400 µM. Esses resultados apontam que a carmustina 
esta ligada intimamente com a diminuição da viabilidade das 
células GBM1, através da indução de morte necrótica e por 
apoptose, já os transportadores de glutamato não estão ligados 
com ações que alteram a viabilidade ou outras ações 
metabólicas das células GBM1, como a produção de EROs e 
alterações do funcionamento da mitocôndria, nem quando 
sozinhos ou conjugados com a carmustina. Levando assim 
considerar que provavelmente a modulação do transporte 
glutamatérgico não seja uma ação eficaz para diminuir o 
crescimento do glioblastoma. 
 
Palavras-chave: Glioma; Carmustina; transporte glutamatérgico  
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ABSTRACT 
 
Malignant gliomas represent a heterogeneous group of tumors of 
the central nervous system (CNS). About 70% of all CNS tumors 
are gliomas. Standard therapy for glioblastoma includes surgical 
resection, when feasible, radiation and chemotherapy. The most 
currently chemotherapy used nowadays is carmustine (BCNU), 
this chemotherapy alters the production of glutathione, an 
important antioxidant enzyme. However, despite this available 
treatments, the average survival ranges from 12 to 15 months for 
patients diagnosed with glioblastoma. The bad prognosis are 
associated with several drug resistance mechanisms observed in 
this type of cancer, like the alteration of the glutamatergic system, 
which confers resistance, assisting in tumor invasiveness and 
aggressiveness. Therefore, learning how chemotherapics that are 
used to treat gliomas act on the glutamate transport of these 
tumors cells, can become an important tool in the pursuit of 
adjuvant treatments for this type of cancer. The objective of this 
study was to evaluate the effect of carmustine on cell viability and 
in the function of glutamate transporters. First analyzing the 
effects of BCNU on GBM1 cells, was found that the 
chemotherapy caused a significant decrease in the viability of 
GBM1 cells at concentrations of 400 and 800 uM. The GBM1 
cells treated with BCNU 400 uM obtained a significant reduction 
in ROS levels. However the levels of glutamate release  were not 
altered when GBM1 cells were treated with 400 uM BCNU. There 
was also a decrease in the mitochondrial membrane potential 
when the GBM1 cells were treated with 400 uM BCNU. The 
BCNU caused the death of the GBM1 cells by induzin necrosis 
and apoptosis. Now talking about glutamate transportes, none of  
the glutamate transportes inhibitors, TBOA, DHK and SAS, per se 
caused alteration in the viability of GBM1 cells, and when 
combined with BCNU also didn´t led to any alteration on the 
viability of these cells. The groups treated only with the glutamate 
transportes selective inhibitors (TBOA, DHK and SAS) didn´t 
have alteration in the levels of ROS. Again, the groups treated 
with 400 uM BCNU plus the inhibitors TBOA; DHK; and SAS, 
didin´t show somatory effect or reversed the effect caused only by 
BCNU on GBM1 cells. The GBM1 cells treated only with the 
  
inhibitors did not lead to any modification of the  mitochondrial 
membrane potencial, in the same manner the groups treated with 
400 uM BCNU concurrently with each glutamate transporter 
inhibitor didn´t exhibited no somatory effect or reversed the effect 
of 400 uM BCNU. These results indicate that carmustine is 
closely linked with the decrease of the viability of GBM1 cells by 
inducing apoptosis and necrotic death, and the glutamate 
transporters are not connected with any actions that alter the 
viability and the metabolism of GBM1 cells, such as ROS and 
alterations in the functioning of mitochondria, neither alone or 
blend with carmustine. Thus leading consider that probably the 
modulation of glutamatergic transport is not an effective action to 
reduce the growth of glioblastoma. 
 
 
Keywords: glioma, carmustine , glutamatergic transport 
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1. INTRODUÇÃO 
1.1 Astrócitos 
       Os astrócitos são as células gliais mais abundantes no 
sistema nervoso central (SNC). Estas células encontram-se 
próximas aos neurônios, possuindo papel crucial na homeostase 
do SNC, através da modulação de trocas iônicas entre o plasma, 
líquido cefalorraquidiano e o tecido nervoso e guiando a 
diferenciação e a migração neuronal (Mendes de Aguiar et al., 
2010). 
      Além disto, os astrócitos participam do metabolismo da 
glicose (Tsacopoulos e Magistreti, 1999); sintetizam e liberam 
diversos fatores de crescimento como fator de crescimento de 
nervo (NGF), fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs), fator 
neurotrófico ciliar (CNTF) (Mendes de Aguiar et al., 2010). Estas 
células são capazes de produzir moléculas relacionadas à 
adesão celular, como molécula de adesão de célula neural (N-
CAM) e N-caderinas, proteínas de matriz extracelular (MEC) 
como lamininas, fibronectinas e proteoglicanos (Dow e Wang, 
1998: Mendes de Aguiar et al., 2010). 
Ainda os astrócitos participam ativamente do ciclo 
glutamato-glutamina (Laming et al., 2000; Carmignoto, 2000: 
Danbolt, 2001: Mendes de Aguiar et al., 2008) regulando assim 
as concentrações sinápticas do neurotransmissor. 
 
 
 
 
  
1.2 Glutamato  
         O glutamato é um aminoácido excitatório que desempenha 
um papel essencial ao SNC como sinalizador químico (Danbolt, 
2001). Esse neurotransmissor atua de diversas formas para 
manter a atividade nervosa central, estando intimamente 
relacionado a processos plásticos associados ao 
desenvolvimento, à aprendizagem e à memória (Meldrum, 2000). 
        Além de sua fundamental função como neurotransmissor, o 
glutamato relaciona-se a diversos processos, como precursor 
para síntese do neurotransmissor inibitório ácido gama-
aminobutírico, neurotransmissor inibitório (GABA). Assim 
participando como substrato energético no metabolismo 
intermediário; fazendo parte da composição de diferentes 
derivados de aminoácidos como proteínas e do peptídeo 
antioxidante glutationa (Danbolt, 2001). 
     No SNC o glutamato pode ser sintetizado a partir da glicose, 
que é captada pelos astrócitos e através da ação da enzima 
glicogênio sintetase é convertida em glicogênio ou a piruvato, via 
glicólise. Parte do piruvato é convertido a α-cetoglutarato, no 
ciclo do ácido cítrico, então recebendo um grupo amino de outro 
aminoácido através de uma reação de transaminação, dando 
origem ao glutamato (Lomako et al., 1993; Siegel et al., 2006. 
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1.3 Transportadores Glutamatérgicos 
 
            Existe uma regulação fina dos níveis de glutamato na 
fenda sináptica, através do equilíbrio entre a liberação de 
glutamato e a retirada do neurotransmissor da fenda. Essa 
regulação mantém a integridade da transmissão sináptica 
(Rothstein et al., 1993; Kanai e Hediger, 2003). A retirada do 
glutamato pode ser realizada pelo neurônio pré-sináptico, ou 
pelas células gliais próximas ao terminal, sendo essas células 
responsáveis pela retirada rápida do neurotransmissor do espaço 
extracelular (Figura 1) (Groot e Sontheimer, 2011).  
      Astrócitos estão encarregados de remover o glutamato do 
espaço extracelular acompanhando a atividade neuronal e 
mantendo baixa a concentração do ambiente cerebral. Para que 
haja um bom funcionamento cerebral é necessário que os níveis 
de glutamato sejam mantidos em baixas concentrações (Cavelier 
et al., 2005), essa função é mediada pelos GluTs.  
     Os GluTs são proteínas expressas pelas células cerebrais 
responsáveis pelo transporte de glutamato. Algumas dessas 
proteínas estão localizadas na membrana e outras no meio 
intracelular (Slotboom et al., 1999).  
      Em células gliais existem dois transportadores principais, o 
EAAT-1 (do inglês, excitatory aminoacid transporter), também 
denominado GLAST e o EAAT-2, ou GLT-1. Além dos 
transportadores gliais de glutamato, existe o carreador de 
aminoácidos excitatórios 1 (EAAC1 (do inglês, excitatory 
aminoacid carrier)– homólogo humano, EAAT3), encontrado em 
  
neurônios, largamente distribuído no cérebro, porém de 
ocorrência em regiões não-sinápticas (Danbolt 2001). 
 
 
                                                           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Esquema de uma sinapse glutamatérgica: 
Neurônios liberam glutamato (Glu) na fenda sináptica, o qual 
interage com seus receptores de membrana (NMDA, AMPA, KA, 
e mGluR). A retirada do glutamato do espaço extracelular ocorre 
pela atividade dos transportadores de glutamato na membrana 
de astrócitos (EAAT1 e EAAT2) ou de neurônios (EAAC1 e 
EAAT3). O sitema Xc
-
 contribui para a reciclagem do glutamato. 
Após a entrada do glutamato nos astrócitos, este pode ser 
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convertido à glutamina (Gln), pela ação da glutamina sintetase, a 
glutamina por sua vez, é exportada para o espaço extracelular 
onde pode ser captada pelos neurônios, onde é convertida a 
glutamato. Este pode ser vesiculado, através da atividade de 
vGLUT, para ser liberado de forma dependente de voltagem, 
pela interação vesícular com proteínas do complexo SNARE. 
NMDA-R, receptor N-metil D- aspartato; AMPA-R, α-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-ácido isoxazol propiônico; KA, kainato; mGluR, 
receptor metabotrópico de glutamato; EAAT-1, transportador de 
aminoácido excitatório tipo 1. EAAT-2, transportador de 
aminoácido excitatório tipo 2; sitema Xc
-, 
trocador de cistina-
glutamato; vGLUT , transportadores vesiculares de glutamato; 
SNARE, proteína de ancoragem vesicular; BDNF, fator 
neurotrófico derivado do encéfalo (adaptado de Niciu e 
colaboradores, 2012). 
 
 
1.4 Gliomas 
A transformação de astrócitos em células tumorais 
promove a perda da capacidade destas células de controlarem 
sua proliferação e de exercerem seu papel como reguladores das 
funções do SNC, um desses tipos de tumores é o Glioma. 
Gliomas malignos correspondem a um grupo 
heterogêneo de tumores do Sistema Nervoso Central (SNC), 
originados de células gliais ou de seus progenitores (Jiang et al., 
2012 ). Cerca de 70% de todas as neoplasias do SNC são 
gliomas, chegando a números próximos de 18.000 novos casos 
por ano, sendo que podem variar consideravelmente em 
morfologia, localização e resposta às mais variadas terapias 
(Ohgaki e Kleihues, 2009). 
O glioblastoma multiforme (GBM) é considerado o mais 
maligno entre os tipos de tumores do SNC. O prognóstico é ruim 
  
na maioria das vezes, visto que apenas aproximadamente 12% 
dos pacientes sobrevivem por mais de 36 meses.  
Os glioblastomas primários se desenvolvem sem que 
haja um histórico de lesões anteriores, sendo mais comuns em 
pacientes na faixa etária entre 55 a 60 anos. Já os glioblastomas 
secundários geralmente se desenvolvem em pacientes 
considerados jovens, com menos de 45 anos (Reifenberger et al. 
2012, Seyfried et al. 2012). 
  As células de GBM são pleomórficas, com alta atividade 
mitótica e com presença de mitose atípica. São tumores 
heterogêneos em sua composição celular, onde se encontram 
células tronco tumorais, células mesenquimais e células do 
estroma. Além das células neoplásicas, também estão presentes 
monócitos e macrófagos, que contribuem diretamente para a 
progressão tumoral através da liberação de fatores pró-
inflamatórios e angiogênicos. Muitos tumores acabam por invadir 
o parênquima neural, e as células tumorais se espalham, 
tornando a localização do tumor imprecisa, dificultando a 
ressecção cirúrgica e prejudicando a total remoção das células 
neoplásicas (Reifenberger et al. 2012, Seyfried et al. 2012). 
A Organização Mundial da Saúde (OMS) reconhece sete 
tipos distintos de astrocitomas, conforme listado na Tabela 1, os 
quais são divididos em grau I: Astrocitoma pilocítico; grau II: 
Astrocitoma difuso, Oligodendroglioma e Oligoastrocitoma; grau 
III: Astrocitoma anaplásico e Oligodendroglioma anaplásico; grau 
IV: Glioblastoma multiforme (Ohgaki e Kleihues, 2002). 
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O tipo celular precursor de glioma ainda permanece 
controverso. Singh e colaboradores (2004) sugerem como 
origem do glioma maligno as células tronco neurais CD133
+
. 
Contudo, existem estudos que apontam células precursoras de 
oligodendrócitos ou astrócitos, com alterações em seu 
funcionamento normal, que poderiam engatilhar processos de 
formação de tumores malignos como gliomas (Persson et al, 
2010). Tal transformação pode desencadear alterações em vias 
de sinalização já bem descritas em células tumorais, como 
ativação de tirosinas cinases e perda de proteínas supressoras 
de tumor (Ohgaki e Kleihues, 2009; Liu et al, 2011). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Tabela 1. Graduação dos tumores do sistema nervoso 
central e suas características segundo a OMS. Adaptado de 
KLEIHUES e colaboradores (2002).  
Graduação 
dos 
Astrocitomas 
  
Características 
patológicas 
   Tipos de tumores Características dos                                    
tumores 
Grau I Lesões não 
infiltrativas, com 
baixo potencial 
proliferativo, sem 
atipias 
nucleares, 
mitoses, 
proliferação 
endotelial 
ou necrose. 
Astrocitoma pilocítico,  
astrocitoma de células 
gigantes 
subependimais,  
xantoastrocitoma 
pleomórfico e  
subependimona. 
Apresentam células 
bem diferenciadas, 
biologicamente 
benignos, passíveis de 
cura por cirurgia. 
Grau II Lesões em geral 
infiltrativas, com 
atipias nucleares 
e baixo índice  
mitótico, sem 
proliferação 
endotelial  
ou necrose. 
Astrocitoma difuso,  
oligodendroma, 
ependimona e  
oligoastrocitoma misto. 
Considerados 
malignos, com 
infiltração precoce nos 
tecidos adjacentes, 
bem diferenciado, 
crescimento lento, 
pode progredir para 
astrocitoma anaplásico, 
incurável por cirurgia. 
Grau III Lesões 
infiltrativas, com 
atipias nucleares 
e alto índice 
mitótico. 
Astrocitoma 
anaplásico,  
oligodendroma 
anaplásico,  
ependimoma 
anaplásico e 
oligoastrocitoma 
anaplásico. 
Apresenta altas taxas 
de anaplasia e 
proliferação, com 
características 
histológicas malignas e 
prognósticos 
desfavoráveis. 
Grau IV Lesões 
infiltrativas, 
atipias nucleares, 
alto índice 
mitótico, células 
gigantes 
multinucleadas,  
necrose e 
proliferação 
endotelial. 
 
Glioblastoma 
multiforme 
Exibem muitas 
características de 
malignidade, alta 
ocorrência de 
angiogênese e 
necrose, elevada 
invasibilidade e baixos 
prognósticos. 
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1.4 Gliomas e glutamato 
         Devido à sua localização, gliomas possuem uma limitação 
espacial ao seu crescimento. Tal limitação parece ser contornada 
através da morte do tecido peritumoral. Sugere-se que esta 
morte ocorra, em parte, pela liberação de altas concentrações de 
glutamato, diminuindo a viabilidade das células sadias por 
excitotoxicidade. Muitos estudos demonstram a relação entre a 
alteração do funcionamento do sistema glutamatérgico e o 
desenvolvimento do glioma (Groot e Sontheimer, 2011).  
Células de glioma geralmente apresentam uma 
importante diminuição na captação de glutamato, por 
transportadores dependentes de sódio (Na
+
), quando 
comparadas a astrócitos sadios. O decréscimo na captação de 
glutamato por células de glioma é devido a alterações na 
expressão dos transportadores de aminoácidos excitatórios 
(EAATs) (Ye et al., 1999). 
 A transformação de astrócitos em células tumorais 
promove a perda da capacidade destas células de controlarem 
sua proliferação e de exercerem seu papel como reguladores das 
funções do SNC. Assim, a expressão dos transportadores de 
glutamato nestas células é reduzida, contribuindo assim com o 
aumento dos níveis de glutamato extracelular (Roslin, et al. 
2003.)  
 A baixa expressão dos transportadores de glutamato das 
células de glioma é inversamente correlacionada com o grau do 
tumor: Glioblastoma Grau IV tem uma maior redução da 
  
expressão dos transportadores de glutamato do que os tumores 
de grau III e grau II (Groot, et al. 2005; Vanhoutte N, et al. 2009).  
Além de apresentar uma menor captação de glutamato 
em comparação com astrócitos, os gliomas liberam glutamato via 
trocador cistina-glutamato (sistema Xc
-
). O aumento nos níveis 
extracelulares de glutamato propicia o aumento da malignidade 
do tumor, por promover resistência à apoptose, favorecer a 
proliferação e a invasão aos tecidos adjacentes, possibilitando a 
sobrevivência tumoral (Groot e Sontheimer, 2011). O aumento na 
liberação de glutamato promovida pelos gliomas também pode 
causar uma excitotoxicidade, além de facilitar o crescimento e 
invasão tumoral (Lyons et al., 2007).  
  
1.5 Excitotoxicidade glutamatérgica e morte neuronal 
 
O termo excitotoxicidade trata de um evento no qual o 
aumento na concentração glutamatérgica na fenda sináptica, 
durante a transmissão sináptica, acarreta em morte neuronal 
(Meldrum, 2000). Os altos níveis de glutamato extracelular 
podem provocar uma estimulação excessiva dos receptores 
glutamatérgicos, com efeitos prejudiciais, como influxo massivo 
de Ca
2+
 e a liberação de óxido nítrico (NO), ativação de 
proteases e aumento na produção de espécies reativas de 
oxigênio (EROs) e de nitrogênio, acarretanto em necrose celular 
(Figura 2) (Lau e Tymianski, 2010; Wang e Qin, 2010). 
Os altos níveis de glutamato extracelular desencadeiam 
diversos mecanismos ao tecido sadio, como a diminuição dos 
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níveis de glutationa, aumento no influxo de Ca
2+
, influxo de água 
e íons Na
+
, inchaço celular e ruptura da membrana, tais eventos 
culminam no aparecimento de necrose e processos inflamatórios 
(Noch e Khalili, 2009). 
 
Figura 2. Mecanismo de necrose induzida por excitoxicidade 
glutamatérgica em glioma. A acumulação de glutamato como 
resultado da diminuição da atividade do EAAT-2 engatilha 
ativação de receptores de glutamato, causando aumento do Ca
2+
 
intracelular. Concomitantemente, os níveis extracelulares de 
glutamato inibem a atividade do sistema Xc
-
. A inibição do 
sistema Xc
-
 diminui a captação de cistina e consequente 
produção de glutationa, ocasionando o acúmulo de espécies 
reativas de oxigênio pela incapacidade da célula em neutralizar 
tais elementos. O acúmulo de espécies reativas de oxigênio 
acaba por provocar oxidação da membrana e liberação de Ca
2+
 
do retículo endoplasmático, dependente de ATP, esses eventos 
ocasionam dano mitocondrial e depleção de ATP. Como 
consequência, ocorre influxo de água e Na
+
, sendo que o efluxo 
de K
+
 não mantém a homeostase iônica, provocando aumento no 
  
volume celular. Esses eventos implicam no inchaço celular e 
ruptura da membrana, levando ao colapso celular. O 
extravazamento do conteúdo intracelular ativa proteases 
extracelulares, que induzem inflamação e possível necrose. 
NMDA-R, receptor N-metil D- aspartato; AMPA-R, α-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-ácido isoxazol propiônico; EAAT-2, 
transportador de aminiácido excitatório tipo 2; ROOH, espécies 
reativas de oxigênio; ROH, espécies reativas de oxigênio 
neutralizadas (adaptado de Noch e Khalili, 2009). 
 
  A excitoxicidade glutamatérgica em gliomas está 
relacionada a diversos eventos ao longo da progressão da 
doença. O aumento na liberação de glutamato está intimamente 
relacionado à ocorrência de atividade epiléptica associada ao 
desenvolvimento precoce do tumor. Segundo Buckingham e 
colaboradores (2011), a inibição do sistema Xc
-
, com uso de 
sulfassalazina, é capaz de eliminar a atividade epiletiforme.  
        O excesso de glutamato na fenda sináptica causa um 
aumento persistente no influxo de Ca
2+
 em neurônios, através da 
super-ativação de receptores, em especial o subtipo NMDA, 
acarretando em morte neuronal (Ye e Sontheimer, 1999). Essa 
morte celular peritumoral possibilita a abertura de espaço para 
crescimento das células de glioma (Groot e Sontheimer, 2011) 
                                                   
1.6 Quimioterapia e Gliomas 
  A terapia padrão para o glioblastoma diagnosticado em 
estágio inicial inclui ressecção cirúrgica, quando viável, 
radioterapia e quimioterapia (Stupp et al. 2005; Lin, S.H.; 
Kleinberg, L.R., 2008).  
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Para escolha do quimioterápico no tratamento existem 
importantes fatores limitantes, como por exemplo, a capacidade 
da droga de ultrapassar a barreira hematoencefálica (BHE) e a 
heterogeneidade tumoral. Esses fatores determinam a 
responsividade do câncer à terapia (Reardin et al., 2006; Rainov 
et al., 2006). 
  A maioria dos quimioterápicos age não somente no alvo 
DNA, mas também pelo aumento da produção de EROS. O 
excesso de EROS causa estresse oxidativo mitocondrial e 
celular, danifica várias macromoléculas, incluindo o DNA, 
proteínas e lipídeos (Sancho- Martínez et al., 2012). A eficácia de 
uma droga quimioterápica depende não somente da sua 
habilidade de induzir danos ao DNA, mas também da habilidade 
celular para detectar e responder a esse dano. A procura pelo 
quimioterápico mais eficiente entre essas classes de drogas é 
limitada pelo entendimento insuficiente que se tem dos 
mecanismos de ação destes fármacos (Papait et al., 2009). 
Quando o dano celular causado pelo quimioterápico se sobrepõe 
à capacidade de reparação da célula, a apoptose é ativada 
(Gerson, 2002).  
       Entre as drogas mais utilizadas atualmente está a 
carmustina – BCNU (1,3-bis(2-cloro etil)-1-nitrosoureia) (Figura 
3), sendo uma substância com capacidade de ultrapassar a BHE. 
A BCNU é um quimioterápico alquilante, responsável por formar 
adutos no DNA e assim desencadear a ativação de cascatas 
apoptóticas (El-Sayed et al, 2011). A BCNU é administrada por 
  
via intravenosa ou ainda em altas concentrações no local do 
tumor (Lin, S.H.; Kleinberg, 2008).  
Esse quimioterápico é conhecido por alterar a produção 
da glutationa, uma importante enzima que protege as células do 
estresse oxidativo através da redução de ligações dissulfureto de 
proteínas citoplasmáticas durante este processo. Esta ação se 
dá pela inibição da atividade da enzima glutationa redutase (GR), 
tanto em células saias como tumorais. A GR tem função crítica 
na homeostase intracelular pela manutenção das concentrações 
citosólicas de glutationa. A inibição da atividade de GR reduz os 
níveis de glutationa, o que pode levar ao acúmulo de espécies 
reativas de oxigênio nas células. É possível afirmar que a 
diminuição da atividade da enzima GR pode ser responsável pela 
citotoxicidade da BCNU, pela indução do estresse oxidativo, 
ativando cascatas proteolíticas que desencadeiam apoptose 
celular (Mi An et al., 2011). 
               No entanto, apesar dos tratamentos disponíveis, a 
sobrevida média varia de 12 a 15 meses para glioblastoma. Os 
prognósticos ruins estão associados aos diversos mecanismos 
de resistência a drogas que se observa nesse tipo de câncer 
(Ohgaki e Kleihue, 2009; Liu et al, 2011). Assim, visto que 
gliomas apresentam alterações no sistema glutamatérgico, 
estudos sobre o efeito de quimioterápicos neste sistema 
poderiam elucidar os mecanismos alvo para o tratamento da 
doença, buscando novas abordagens para o tratamento dos 
gliomas                                
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Figura 3. Representação da estrutura química da 
carmustina (BCNU). 
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2. OBJETIVOS: 
2.1 Objetivo geral 
O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da 
carmustina (BCNU) sobre a viabilidade celular e o efeito da 
inibição de transportadores glutamatérgicos em cultura de células 
de glioblastoma multiforme humano (GBM1), obtida de ressecção 
cirúrgica. 
  
2.1.1 Objetivos específicos 
 Avaliar a viabilidade das células de GBM1 após o 
tratamento com BCNU e inibidores de transportadores de 
glutamato. 
 Caracterizar os possíveis tipos de morte acarretadas pela 
BCNU em células GBM1. 
 Avaliar o papel dos transportadores de glutamato no 
efeito da BCNU em GBM1. 
 Analisar os níveis de espécies reativas de oxigênio  em 
células GBM1 após tratamento com BCNU. 
 Avaliar o potencial de membrana mitocondrial das células 
GBM1 quando tratadas com o quimioterápico BCNU. 
 Analisar o efeito da BCNU na liberação de glutamato nas 
células de GBM1; 
 
 
 
 
  
3. JUSTIFICATIVA 
 
Os glioblastomas estão entre os tumores mais letais 
dentre os demais tipos de câncer, estando a sobrevida dos 
pacientes diagnosticados com essa doença  por volta de 12 à 15 
meses. Sua alta capacidade invasiva e respostas insatisfatórias à 
quimioterapia são importantes causas dos ruins prognósticos 
associados a este tipo tumoral. A liberação de altos níveis de 
glutamato pelas células de glioma constitui uma importante via 
de morte de células sadias e invasão tumoral. Assim sendo, o 
entendimento de como quimioterápicos utilizados no combate 
aos gliomas atuam sobre o transporte glutamatérgico nestas 
células pode ser de grande importância para elucidar possíveis 
mecanismos de resistência associadas aos ruins prognósticos, 
bem como estudo de ferramentas adjuvantes para o tratamento 
deste tipo tumoral. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS: 
 
4.1 Cultura de células de glioma humano GBM1 
A amostra de glioblastoma multiforme (GBM1) foi obtida 
através de ressecção cirúrgica realizada em paciente do hospital 
Celso Ramos, em Florianópolis, Santa Catarina. A amostra 
coletada por cirurgiões foi colocada em tubos cônicos de 15 ml 
contendo DMEM-F12 e 10% de soro bovina fetal (SBF) e 
transportada para a Universidade Federal de Santa Catarina 
(UFSC) para posterior processamento. Uma vez em fluxo 
laminar, o fragmento de tumor foi dissecado com remoção das 
meninges cerebrais e vasos sanguíneos. O tecido foi dissociado 
mecanicamente com tripsina e auxílio de uma pipeta Pasteur. 
Então as células foram lavadas com salina tamponada por 
fosfato (PBS) e plaqueadas em garrafas de cultura de 25 cm
2
, 
contendo DMEM-F12 acrescido de glicose (0,6%), glutamina (2 
mM), bicarbonato de sódio (0,06%) e penicilina/estreptomicina (1 
 As células foram 
mantidas em estufa de atmosfera úmida contendo 5% de CO2 a 
37ºC. Todos os procedimentos e formulários de autorização para 
obtenção das amostras foram aprovados pelo comitê de ética de 
pesquisa com seres humanos da UFSC (CEPSH – 108.286). 
 
4.2 Avaliação do efeito da BCNU na viabilidade celular.  
A avaliação do potencial citotóxico do quimioterápico e a 
sua capacidade em alterar a viabilidade em células de GBM1, foi 
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realizada através do ensaio da redução do MTT ((3-(4,5-
Dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazol brometo). O MTT  é um sal 
de tetrazólio solúvel em água, que é convertido a um formazana 
púrpura insolúvel após clivagem do anel de tetrazólio por 
desidrogenases mitocondriais (JACOBSSON e FOWLER, 1999). 
Após confluência das células, foram realizadas curvas de 
concentrações ideais para os estudos de transporte 
glutamatérgico e viabilidade celular. As células foram incubadas 
com BCNU por 24 horas,  o meio de cultura foi removido e as 
células incubadas com MTT (0,2 mg/ml em PBS) por duas horas 
a 37°C. Decorrido o tempo de incubação, o MTT foi removido e 
os cristais de formazana reduzidos foram solubilizados pela 
adição de dimetil-sufóxido (DMSO). A viabilidade celular foi 
proporcional à leitura da absorbância, obtida em 
espectrofotômetro (Multimode Reader Infinite M200 TECAN) em 
comprimento de onda de 550 nm.   
 
4.3Avaliação do efeito da BCNU no transporte 
glutamatérgico 
Para avaliação do efeito da BCNU sobre o transporte 
glutamatérgico foram realizados ensaios de liberação de 
glutamato em células de GBM1 tratadas por 24 horas.  
  
Para determinar envolvimento de transportadores de glutamato 
no efeito da BCNU foram utilizados inibidores farmacológicos 
seletivos: sulfasalazina (SAS) - inibidor do sistema trocador 
cistina-glutamato Xc
-
, ácido diidrocaínico (DHK) - (inibidor do 
GLT-1) e DL-treo-beta-benziloxiaspartato (DL-TBOA) -(inibidores 
do GLAST, GLT1 e EAAC1) nos ensaios de viabilidade celular, 
análise de espécies reativas de oxigêncio e de potencial de 
membrana mitocondrial.  
 
4.4  Análise da liberação de glutamato em células de GBM1  
 
Após 24 horas de tratamento com BCNU, o meio de cultura foi 
removido e as células incubadas com HBSS por 15 minutos. 
Posteriormente, foi adicionado 0,33 µCi/ml de D-[
3
H]aspartato – 
análogo do glutamato não metabolizado pelas células, obtendo-
se concentração final de 100 µM, durante 7 minutos. Então, 
foram realizados três lavagens com HBSS gelado, para retirada 
do excesso de D-[
3
H]aspartato livre e as células novamente 
incubadas por 15 minutos em HBSS. Subsequentemente o meio 
foi coletado para mensurar a quantidade de D-[
3
H]aspartato 
liberado. As células foram lisadas em solução de 0,1 N NaOH/ 
0,01% SDS overnight. A determinação do conteúdo intracelular e 
extracelular de D-[
3
H]aspartato foi avaliada em um contador de 
cintilação líquida e a porcentagem de aspartato liberado foi 
expressa em relação à quantidade total de D-[³H]aspartato . 
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4.5 Análise dos níveis intracelulares de espécies reativas de 
oxigênio (EROS)   
Para a detecção dos níveis de EROS intracelulares foi utilizado o 
componente permeável não fluorescente 2’–7’-diacetado 
diclorofluoresceína (DCFH-DA). Esse reagente penetra na célula 
e é hidrolisado por esterases intracelulares em 
diclorofluoresceína (DCFH), que permanece no interior da célula 
e emite fluorescência. Após o tratamento com BCNU e inibidores 
do transporte glutamatérgico, o DCFH-DA (10 μM) foi adicionado, 
e as culturas incubadas por 30 minutos à 37°C. Decorrido o 
tempo, as células foram lavadas com PBS. A fluorescência foi 
medida em espectrofotômetro (Multimode Reader Infinite M200 
TECAN) com excitação de comprimento de onda de 485 nm e 
emissão de 520 nm. 
 
4.6 Análise do potencial de membrana mitocondrial 
   Para análise do potencial de membrana foi utilizada 
trimetilrodamina etil éter (TMRE), a qual é uma sonda que serve 
para rotulae mitocôndrias ativas. TMRE é um permeante celular, 
carregado positivamente, corante vermelho-laranja que 
facilmente se acumula nas mitocôndrias ativas devido à sua 
relativa carga negativa. 
   Após os tratamentos, o meio de cultura foi removido e as 
células foram incubadas durante 20 min a 37°C, CO2 a 5% com 
TMRE (50 nM em tampão PBS). Decorrido o tempo, as células 
foram lavadas uma vez com PBS e a fluorescência foi analisada 
em espectrofotômetro (Multimode Reader Infinite M200 TECAN) 
  
com excitação de comprimento de onda de 550 nm e emissão de 
590 nm. 
 
4.7  Análise de apoptose e necrose: iodeto de propídeo e 
anexina  
 
Para avaliação da ocorrência de necrose e apoptose celular foi 
usado o ensaio Anexina-V FITC em citometria de fluxo. Após os 
tratamentos, as células GBM1 foram tripsinizadas, centrifugadas 
e ressuspensas em PBS gelado, então centrifugadas novamente 
e ressuspensas em tampão de ligação 1x. As células foram 
separadas em 5 grupos; positivo para iodeto de propídeo, 
positivo para anexina, positivo para necrose, positivo para 
apoptose e o grupo tratado com BCNU. As células foram então 
marcadas com Anexina V e/ou iodeto de propídeo e a 
quantificação dos eventos positivos para necrose e/ou apoptose, 
realizada em citômetro de fluxo FACSCanto II. 
 
4.8  Análise estatística 
A análise estatística foi realizada por análise de variância 
de uma via (ANOVA), seguida do teste t ou de Newman-Keuls, 
conforme o caso. Os dados expressos como média e desvio 
padrão. Foi utilizado o software GraphPad Prism 4.0 e valores 
com p < 0,05 considerados significantes. 
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5. RESULTADOS 
 
5.1 BCNU diminui a viabilidade das células GBM1 em altas 
concentrações 
Com o intuito de verificar a citotoxicidade do 
quimioterápico BCNU em células GBM1, foi realizada uma curva 
de concentração (50 a 800 µM) durante 24 horas e avaliada a 
viabilidade celular através do ensaio de MTT (Figura 4). 
Concentrações de até 100 µM de BCNU não induziram 
alterações significativas na viabilidade celular. Já as 
concentrações de 400 e 800 µM provocaram diminuição na 
viabilidade em células de GBM1 (aproximadamente 50% e 90%, 
respectivamente).  
Baseando-se nos resultados de viabilidade, MTT, para 
análises seguintes foi estabelecida a concentração de 400 µM de 
BCNU como padrão, pois a mesma apresentou potencial 
citotóxico ao glioblastoma humano.  A concentração de 800 µM 
de BCNU promoveu redução na viabilidade celular de quase 
90%, e por essa razão não foi escolhida.  
 
5.2 A inibição dos transportadores de glutamato não altera 
os níveis de viabilidade das células de GBM1. 
      Com a finalidade de elucidar o papel dos transportadores de 
glutamato, nos mecanismos de citotoxidade, causada pela 
BCNU, foi realizado inicialmente o ensaio de viabilidade pelo 
método do MTT. Na Figura 5 (A (TBOA), B (DHK) e C (SAS)) 
observa-se que houve a diminuição significativa da viabilidade do 
  
GBM1 apenas nos grupos que foram tratados com BCNU 400 
µM.  
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Figura 4: BCNU diminui a viabilidade das células GBM1 em 
altas concentrações As células GBM-1 após atingirem 
confluência foram tratadas com diferentes concentrações de 
BCNU(50 a 800 µM) e após 24 horas foi realizado o ensaio de 
MTT. Os controles foram incubados com meio de cultura pelo 
mesmo período do tratamento. Dados foram expressos como 
média ± desvio padrão de três experimentos independentes. ***p 
< 0,001; *p< 0,05 representando diferença significativa em 
comparação ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo 
teste de Newman Keuls). 
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5.2 A inibição dos transportadores de glutamato não altera 
os níveis de viabilidade das células de GBM1. 
      Com a finalidade de elucidar o papel dos transportadores de 
glutamato, nos mecanismos de citotoxidade, causada pela 
BCNU, foi realizado inicialmente o ensaio de viabilidade pelo 
método do MTT. Na Figura 5 (A (TBOA), B (DHK) e C (SAS)) 
observa-se que houve a diminuição significativa da viabilidade do 
GBM1 apenas nos grupos que foram tratados com BCNU 400 
µM.  
       Em todos os experimentos (Figura 5A, B e C), nenhum dos 
inibidores, per se, ocasionou alteração da viabilidade nas células 
de glioblastoma humano. Ainda, a co-incubação dos inibidores 
com o quimioterápico também não acarretou alteração na 
viabilidade das células GBM1. 
 
 
5.3 BCNU diminui os níveis de espécies reativas de oxigênio 
e a inibição dos transportadores de glutamato não altera 
esses níveis 
       Para determinar os níveis de EROs em células de GBM1, 
quando tratadas com a BCNU, e para analisar o envolvimento 
dos transportadores de glutamato com essa ação metabólica foi 
realizado o método de detecção de espécies reativas com a 
sonda fluorescente DCFH-DA (Figura 6). 
     O tratamento com BCNU  acarretou em uma diminuição 
significativa nos níveis de EROs em comparação com  controle, 
em células GBM1 (Figura 6A ).  
  
    Os grupos tratados com apenas os inibidores dos 
transportadores de glutamato (TBOA, DHK e SAS) não 
apresentaram alteração nos níveis de EROs das células GBM1 
(Figura 6B). Ainda, os grupos que foram coincubados com BCNU 
e os inibidores (TBOA 100 μM; DHK 300 μM e SAS 300 µM), não 
exibiram efeito somatório nem reverteram o efeito causado 
somente pela BCNU nas células tumorais. 
 
5.4 BCNU não altera a liberação de glutamato das células 
GBM1 
          A fim de estudar a possível influência da BCNU nos níveis 
de glutamato liberado pelas células de glioblastoma humano 
GBM1, analisamos a liberação de glutamato nessas células 
tratadas com BCNU.  
     Observou-se que os níveis de liberação de glutamato não se 
alteram, em relação ao controle, quando as células GBM1 são 
tratadas com a BCNU durante 24 horas (Figura 7). 
 
5.5 BCNU causa diminuição do potencial de membrana 
mitocondrial de células GBM1. 
 
A fim de analisar o efeito da BCNU no potencial de membrana 
mitocondrial as células GBM1 tratadas com BCNU e/ou 
inibidores dos transportadores de glutamato foram submetidas a 
um ensaio de determinação do potencial de membrana 
mitocondrial (ΔΨm), utilizando a sonda TMRE. 
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Observou-se uma redução significativa do potencial de 
membrana mitocondrial das células GBM1 quando tratadas com 
a BCNU no período de 24 horas (Figura 8A). 
     As células tratadas apenas com os inibidores dos 
transportadores glutamatérgicos, TBOA 100 µM, DHK 300 µM e 
SAS 300 µM (Figura 8B), durante 24 horas, não demonstraram 
alterações do potencial mitocondrial. A inibição dos 
transportadores glutamatérgicos e simultâneo tratamento com 
BCNU não apresentou efeito somatório nem de reversão do 
efeito da BCNU na diminuição do potencial de membrana 
mitocondrial (Figura 8B).   
 
5.6  BCNU induz apoptose e necrose em células de GBM1 
      Com o objetivo de caracterizar o tipo de morte celular que a 
BCNU está causando nas células GBM1, foi realizado o ensaio 
de marcação com Anexina V em citometria de fluxo.   
     As células GBM1 foram tratadas com BCNU 400 µM e após 
24 horas foi realizado o ensaio de citometria de fluxo. De acordo 
com os resultados, o quimioterápico BCNU induz cerca de 50% 
de aumento tanto na apoptose como  na necrose nas células 
GBM1 em relação às células não tratadas com quimioterápico 
(Figura 9). 
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Figura 5. A inibição dos transportadores de glutamato não 
altera a viabilidade das células de GBM1. Após confluência, as 
células GBM-1 foram tratadas com BCNU 400µM e TBOA 100 
µM(A); DHK 300 µM(B) e SAS 300 µM(C) por  24 horas, então foi 
realizado o ensaio de MTT. Os controles foram incubados com 
meio de cultura pelo mesmo período do tratamento. Dados foram 
expressos como média ± desvio padrão de três experimentos 
independentes. ***p < 0,0001 representando diferença 
significativa em comparação ao grupo controle (ANOVA de uma 
via seguida pelo teste de Newman Keuls). 
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Figura 6. BCNU diminui os níveis de espécies reativas de 
oxigênio e a inibição dos transportadores de glutamato não 
altera esses níveis, bem como não previne a diminuição 
causada pelo quimioterápico: Após confluência, as células 
GBM-1 foram tratadas com BCNU 400µM(A) e TBOA 100 µM; 
DHK 300 µM e SAS 300 µM(B) por 24 horas então incubadas 
com DCFH-DA. Os controles foram incubados com meio de 
cultura pelo mesmo período do tratamento. Dados expressos 
como média ± desvio padrão de três experimentos 
independentes. **p < 0,001 representando diferença significativa 
em comparação ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida 
pelo teste de Newman Keuls e teste t). 
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Figura 7. BCNU não altera a liberação de glutamato das 
células GBM1. A liberação de glutamato foi avaliada após 
incubação com D-[
3
H]aspartato, foi realizada uma relação entre 
os níveis de D-[
3
H]aspartato no meio extracelular e os níveis 
intracelulares.  Os resultados indicam a média ± o desvio padrão 
de três experimentos independentes (ANOVA de uma via 
seguida pelo teste de Newman Keuls). 
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Figura 8. BCNU causa diminuição do potencial de membrana 
mitocondrial de células GBM1. (A) Após confluência, as células 
GBM-1 foram tratadas com BCNU 400µM ; (B) e TBOA 100 µM; 
DHK 300 µM e SAS 300 µM(6B),  após 24 horas foi realizado o 
ensaio do TMRE. Os controles foram incubados com meio de 
cultura pelo mesmo período do tratamento. Dados expressos 
como média ± desvio padrão de três experimentos 
independentes. ***p < 0,0001 representando diferença 
significativa em comparação ao grupo controle (ANOVA de uma 
via seguida pelo teste de Newman Keuls). 
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Figura 9. BCNU induz apoptose e necrose em células de 
GBM1: As células GBM1 foram plaqueadas em placas de 24 
poços; após confluência foram tratadas com BCNU 400 µM; 
decorrido o tempo de 24 horas, foi realizado o ensaio de 
citometria de fluxo. Os controles foram incubados com meio de 
  
cultura pelo mesmo período do tratamento. Dados expressos 
como média ± desvio padrão de quatro experimentos 
independentes. ***p < 0,001 representando diferença significativa 
em comparação ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida 
pelo teste de Newman Keuls). 
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6. DISCUSSÃO 
 
 
       Cloro-etil-nitrosoureias (CENUs) são agentes anti-tumorais 
de alquilação que possuem importantes aplicações clínicas para 
o tratamento de câncer, tais como linfomas, melanomas, e 
cerebromas (Drablos et al., 2004; Winum et al., 2003) . Um dos 
CENUs mais utilizados na clínica é a carmustina (BCNU), que 
exerce citotoxicidade tumoral através de vários mecanismos, 
principalmente a aquilação do DNA, que é uma importante ação 
utilizada em vários quimioterápicos para tratamento de tumores 
cerebrais (Weiss, 1982). 
       Ao analisar o efeito da BCNU na viabilidade das células 
GBM1 observamos que dosagens baixas de BCNU (50 a200 µM) 
não acarretaram alterações significativas nas células GBM1, 
porém concentrações a partir de 400 µM de BCNU induziram a 
queda da viabilidade dessas células em aproximadamente 50%, 
demonstrando assim o potencial citotóxico da BCNU. 
       Outra ação do quimioterápico BCNU é carbamilar os 
resíduos de lisina em proteínas (Kann et al.,1978) causando 
assim a carbamilação da proteína, que leva a uma modificação 
da proteína pós-traducional que inativa irreversivelmente 
algumas enzimas incluindo a glutationa redutase, enzima 
responsável por regular o estresse oxidativo das células (Tew et 
al.,1985; Vanhoefe et al., 1997) .  
      Por conseguinte, através da inibição da glutationa-redutase, 
os níveis de EROs nas células tumorais iriam aumentar, 
acarretando assim a morte dessas células por citotoxidade.  
  
Assim, o tratamento com a BCNU poderia modular o estado 
oxidativo das células tumorais. Porém, de acordo com os 
resultados obtidos nesse trabalho, constatamos que a BCNU 
diminui significativamente os níveis de EROs das células GBM1. 
Esse baixo nível de EROs presente em nossos resultados sugere 
que a BCNU, por estar acarretando quase 50% no decréscimo 
da viabilidade das células GBM1, faz com que durante os 
experimentos não tenham restado muitas células viáveis para 
serem analisadas, fazendo com que os níveis dos resíduos 
metabólicos avaliados, no caso em questão as EROs, sejam 
baixos. Essa constatação foi comprovada através de dados não 
publicados do Laboratório de Biologia de Gliomas, os quais 
relatam, através de um ensaio de dosagem de proteínas, que o 
tratamento com BCNU em células GBM1 acarreta diminuição de 
25% dos níveis de proteínas em relação a células não tratadas. 
Desta forma, um outro experimento para análise de EROs está 
sendo planejado, no sentido de normalizar a quantidade de 
EROs pelo número total de células, após o tratamento com 
BCNU. Neste experimento a ser realizado, após 24 horas, as 
células controle e tratadas com BCNU serão tripsinizadas, 
contadas e replaqueadas exatamente na mesma densidade. Em 
seguida a sonda DCFH-DA será adicionada e o experimento 
executado conforme o item Materiais e Métodos. 
Uma ação promissora no tratamento do câncer é a 
modulação das vias apoptóticas e a indução seletiva de apoptose 
e necrose por agentes químicos. As mitocôndrias desempenham 
um papel-chave na regulação da apoptose. Disfunções 
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mitocondriais, incluindo a liberação de citocromo c, a perda de 
potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) e a transição de 
permeabilidade são eventos susceptíveis a causar apoptose 
(Green, 1988; Desagher et al., 2000), pois a rede mitocondrial 
depende do delicado equilíbrio entre duas maquinarias 
antagônicas responsáveis pela fissão e fusão da membrana 
mitocondrial. O equilíbrio entre a fusão e fissão é extremamente 
necessário para a sobrevivência da mitocôndria, pois esses 
processos permitem a realização de funções vitais da organela 
(Westermann et al. ,2010). Estudos recentes indicaram que 
alguns agentes anticancerígenos induzem a apoptose, em parte, 
através da geração de EROS e a alteração da homeostase redox 
que está ligado à perda de ΔΨm (Rogalska  et al., 2008; Akbas 
et al., 2005). 
De acordo com os nossos resultados os grupos de 
células GBM1 tratados com a BCNU tiveram uma diminuição 
significante do potencial de membrana mitocondrial evidenciando 
assim que a BCNU está alterando o potencial de membrana 
mitocondrial. Da mesma maneira que ocorreu com as EROs, é 
possível que esse resultado seja decorrente de uma maior morte 
celular, sendo necessário o experimento adicional com 
normalização do número total de células controle e tratadas com 
BCNU. 
Entretanto, as mitocôndrias possuem um papel essencial 
na regulação da apoptose. Então, como a BCNU altera o 
funcionamento dessa organela, foi verificado se o quimioterápico 
poderia estar também induzindo apoptose nas células GBM1.  
  
A apoptose ou "morte celular programada" é uma forma 
fisiologicamente favorável de morte celular que além de manter o 
controle homeostático sobre populações de células, remove 
células danificadas ou células doentes sem causar uma reação 
inflamatória (Elmore et al., 2007; Wang et al., 2009). Está bem 
documentado que a apoptose é um processo muito complicado e 
envolve um grande número de moléculas de sinalização, sendo a 
falha de indução de apoptose um dos principais impedimentos 
para o tratamento de câncer (Wheng et al., 2013; Brinkmann et 
al., 2014).  
        A análise dos resultados de citometria de fluxo demonstrou 
que a BCNU induziu significativamente a apoptose nas células 
GBM1. Isso corrobora com a hipótese sugerida de que a 
alteração causada pela BCNU no potencial de membrana das 
mitocôndrias das células GBM1 estaria levando a indução da 
morte celular programada, já que a ação esperada da BCNU, 
geralmente, é alquilar do DNA, desencadeando assim a ativação 
de cascatas apoptóticas (El-Sayed et al, 2011). 
A necrose é um outro tipo de morte celular ocasionada 
normalmente de um insulto agudo, em resposta a um trauma ou 
falta de suprimento sanguíneo. A ocorrência de necrose em 
tumores humanos é bastante comum, e é geralmente associada 
aos pobres prognósticos e sobrevida, sendo associada com 
inflamação, produzindo citocinas que tem como função estimular 
proliferação, remodelação de tecido e angiogênese. Estes 
eventos acabam por ativar oncogenes que facilitam a progessão 
tumoral (Degenhardt et al., 2006). Neste trabalho foi observado 
55 
 
também, além da morte por apoptose, uma alta taxa de morte 
celular por necrose, promovida pelo tratamento com BCNU, 
efeito não desejado de um agente quimioterápico. 
A sobrevivência de células tumorais aos tratamentos de 
quimioterapia corresponde a uma das mais importantes causas 
da repopulação do tumor após os tratamentos. Em um estudo 
com pacientes com câncer orofaringeal, foi demonstrado que 
após o tratamento quimioterápico, a repopulação celular do 
tumor foi acelerada em comparação aos tumores não tratados 
(Kim & Tannock, 2005). Desta forma, o tratamento com BCNU, 
por promover necrose, poderia estar associado à resistência da 
célula tumoral ao quimioterápico. Entretanto, outros estudos 
devem ser realizados a fim de elucidar esta via. 
      Embora a maioria dos tumores se espalhem e cresçam 
através dos sistemas vasculares e linfóides, o crescimento de 
gliomas é restringido pelas barreiras físicas do crânio. Para 
crescer, gliomas induzem a morte celular das células periféricas 
para assim abrir espaço para a invasão. Estas alterações estão 
associadas com elevações significativas nas concentrações 
extracelulares de glutamato, que implicam no processo de morte 
celular através da excitotoxicidade. Como parte deste processo, 
os níveis de expressão do EAAT2 (GLT-1) se encontram 
reduzidos (Lee et al., 2011; Vanhoutte et al., 2008; Zschocke et 
al., 2007). A baixa expressão dos transportadores EATT é devido 
ao silenciamento do gene EAAT2 (Zschocke et al., 2007), a 
repressão da expressão da proteína (EAAT2) (Lee et al., 2011), 
ou a localização errada da proteína (EAAT1). Em contra partida a 
  
um aumento da expressão do transportador Xc
-
 (Ogunrinu et al., 
2010), que é um transportador de solutos, que exporta glutamato 
e importa cistina (percussora da GSH). A consequência dessa 
combinação é um aumento do glutamato extracelular através de 
troca com a cistina e uma falta de absorção de glutamato devido 
a uma redução da EAAT2 ( Ye e Sonheimer, 1999). 
    Em um trabalho (submetido) do Laboratório de Biologia de 
Gliomas, foi demonstrado que a cisplatina, outro quimioterápico 
utilizado para o tratamento de gliomas, promoveu aumento na 
liberação de glutamato, por células de glioma humano A172. No 
presente estudo, o transporte de glutamato nas células GBM1 foi 
analisado após o tratamento com a BCNU, em conjunto com os 
inibidores dos transportadores de glutamato, porém sem 
alteração na liberação deste neurotransmissor. 
    A análise dos resultados demonstrou que os transportadores 
de glutamato não estão associados ao efeito citotóxico da BCNU, 
pois a inibição dos transportadores glutamatérgicos (TBOA; 
DHK) não preveniu a morte desencadeada por BCNU, sendo que 
os inibidores per se não alteraram a viabilidade celular.  
         A inibição do sistema Xc
-
, através do uso da SAS, diminui a 
liberação de glutamato de maneira dose dependente, em 
linhagens de glioma humano. Essa inibição é capaz de 
comprometer a invasão e o crescimento tumoral em modelo 
murino de glioma (Lyons et al., 2007). O mecanismo pelo qual a 
inibição do sistema Xc
-
 é capaz de impedir o crescimento tumoral 
é diretamente relacionado à inibição da síntese de DNA. O 
tratamento com SAS causa uma diminuição de células em fase 
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G2 e aumento em fase S, isso pode ser prevenido pela adição de 
cistina, quando a célula retoma o ciclo celular normalmente 
(Chung et al., 2005). Nesse aspecto, em nosso estudo, 
avaliamos o efeito da inibição do sistema Xc- sobre o tratamento 
com BCNU e isoladamente. Foi demonstrado que a SAS por 24 
horas não altera a viabilidade dessas células dessa maneira, 
sugere-se que o sistema Xc não esta envolvido com o efeito da 
BCNU em diminuir viabilidade das células GBM1, pois o grupo 
tratado com a SAS mais a BCNU não apresentou alteração dos 
níveis em relação ao grupo tratado somente com a BCNU. 
O glutamato também pode ser utilizado como um 
substrato respiratório alternativo as mitocôndrias tanto de 
neurônios como de astrócitos (Hertz et al., 2007; Yudkoff et al. 
1994). Assim, o glutamato, depois de ser transaminado para o 
alfa-cetoglutarato, se torna um precursor do metabolismo 
oxidativo mantendo assim as moléculas intermediárias do ciclo 
de Krebs (Pisarenko et al., 1985). O glutamato entra na matriz 
mitocondrial principalmente através dos transportadores de 
glutamato/aspartato, um componente necessário do 
malato/aspartato (Palmieri, 2004; Satrustegui et al., 2007). 
Interessantemente, tem sido proposto que o glutamato pode 
entrar também nas mitocôndrias através dos transportadores 
EAATs (Ralphe et al., 2005). 
          Para analisar se o transporte glutamatérgico mais a BCNU 
poderiam acarretar alguma modificação no potencial da 
membrana mitocondrial das células GBM1, as células foram 
tratadas com os inibidores do transporte glutamatérgico (TBOA, 
  
DHK e SAS) e foi realizada a análise do potencial de membrana 
mitocondrial utilizando a sonda TMRE. A análise dos dados 
demonstrou que o transportadores EAAT1 e EAAT2 e o sistema 
Xc
-
 não estão associados a efeitos que alteram os níveis de 
potencial de membrana mitocondrial em células GBM1, pois os 
grupos tratados com os inibidores nem em conjunto com a BCNU 
alteram o potencial de membrana mitocondrial em relação ao 
grupo controle. 
     Os altos níveis de glutamato extracelular podem provocar 
uma estimulação excessiva dos receptores glutamatérgicos, com 
efeitos prejudiciais, por exemplo, no aumento na produção de 
espécies reativas de oxigênio (EROs) e de nitrogênio (Lau e 
Tymianski, 2010; Wang e Qin, 2010). Para elucidar o papel dos 
transportadores de glutamato na produção de EROs nas células 
GBM1, foi realizado o ensaio de detecção de EROs, pela sonda 
DCFH-DA. Os resultados obtidos demonstram que os 
transportadores de glutamato não alteram a produção de EROs 
nas células GBM1. Estes transportadores também não estão 
envolvidos na diminuição dos níveis de EROs promovida pela 
BCNU pois os grupos tratados com os inibidores dos 
transportadores  não promoveram efeito somatório ou reverteram 
o efeito da BCNU per se. 
         Células de glioma possuem uma alta taxa de proliferação, 
aumentando consequentemente, aumenta a sua taxa metabólica.  
Como resultado disto, estas células produzem EROS muito mais 
rapidamente do que as células sadias do cérebro. Em resposta 
ao estresse oxidativo, as células de glioma superregulam a 
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atividade do sistema Xc
-
 para fornecer mais cistina intracelular 
para a síntese de GSH, previnindo assim, a morte celular 
mediada por EROs (Ye e Sonheimer, 1999). Desta forma, foi 
analisada a participação do sistema Xc
-
 na produção de EROs 
em células GBM1. O tratamento com SAS (inibidor do sistema 
Xc
-
) não alterou os níveis de EROs nas células GBM1, 
demonstrando que este sistema não está envolvido na produção 
de EROs. 
       Em relação à liberação de glutamato, estudos apontam que 
gliomas apresentam altos níveis de glutamato extracelular, sendo 
que esse fenômeno é capaz de tornar o microambiente 
excitotóxico para as células do SNC (Ye e Sonheimer, 1999). O 
aumento na liberação de glutamato acarreta em oscilações nos 
níveis de Ca
2+
 intracelular em células de glioma e auxilia no 
estímulo à migração celular (Lyons et al., 2007). Visto que os 
níveis de glutamato liberados por gliomas é alto, estes são 
capazes de acarretar crises epilépticas em modelo animal 
(Buckinham et al., 2011). Assim, neste trabalho foi verificado o 
potencial da BCNU em modular a liberação de glutamato. Os 
dados obtidos indicam que esse quimioterápico não foi capaz de 
exercer alteração na liberação de glutamato nas células GBM1. A 
concentração testada (400 µM) não foi capaz de alterar os níveis 
de liberação de glutamato de maneira significativa.              Esses 
dados demonstram que a BCNU não é capaz de modular a 
liberação de glutamato e seu efeito não está ligado ao transporte 
de glutamato. 
  
      Os resultados deste trabalho demonstram que a BCNU, em 
altas concentrações, exibiu um efeito citotóxico nas células 
GBM1. Além disso, esse quimioterápico conseguiu induzir morte 
celular por apoptose e necrose, o que pode ter ocorrido devido à 
alteração do potencial de membrana mitocondrial. Apesar de já 
ter sido demonstrado anteriormente que a cisplatina altera o 
transporte glutamatérgico, a BCNU não promove inibição do 
transporte deste aminoácido. Entretanto no caso deste 
quimioterápico, a modulação do transporte glutamatérgico não 
exibe um potencial terapêutico adjuvante a ser utilizado no 
tratamento de glioblastomas.  
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7. CONCLUSÕES 
 
 
 Altas concentrações de carmustina são capazes de 
diminuir a viabilidade celular em células de glioblastoma 
humano GBM1; 
 
 A inibição dos transportadores de gluatamato não altera 
os níveis de viabilidade das células de glioblastoma humano 
GBM1 
 
  O tratamento das células GBM1 com carmustina diminui 
os níveis de espécies reativas de oxigênio. 
 
 Não houve alteração da liberação de glutamato das 
células GBM1 quando tratadas com carmustina. 
 
 O tratamento com o quimioterápico carmustina causa 
uma diminuição dos níves de potencial de membrana 
mitocondrial das células de glioblastoma humano.  
 
 A inibição do transporte de glutamato não altera os 
níveis de potencial de membrana mitcondrial das células de 
glioblastoma humano GBM1. 
 
 O quimioterápico carmustina causa a diminuição da 
viabilidade celular através da indução de apoptose e necrose 
em células de GBM1; 
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